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ÌÅÒÎÄ ÏÐÈÆÈÇÍÅÍÍÎÉ ÌÎÐÔÎÌÅÒÐÈÈ
ßÄÅÐÍÛÕ ÝÐÈÒÐÎÖÈÒÎÂ ÐÛÁ

Ðàçðàáîòàí ìåòîä ïðèæèçíåííîé ìîðôîìåòðèè ýðèòðîöèòîâ ðûá ñ èñïîëü-
çîâàíèåì âèòàëüíûõ êðàñèòåëåé. Äëÿ îêðàñêè ÿäåð êëåòîê ïðèìåíåí ôëþîðîõ-
ðîì SYBR Green I. Ñäåëàíû ôîòîãðàôèè ýðèòðîöèòîâ â òîëñòîé êàïëå, ñíèìêè
ïðîàíàëèçèðîâàíû â êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììå ImageJ 1.44p. Ïîëó÷åííûå çíà-
÷åíèÿ äëèí áîëüøîé è ìàëîé îñè ÿäðà è êëåòêè óñðåäíåíû è ñîïîñòàâëåíû ñ ðå-
çóëüòàòàìè èçìåðåíèé íà ìàçêàõ êðîâè, îêðàøåííûõ ïî Ïàïïåíãåéìó. Ðàçëè÷èÿ
íå ïðåâûøàëè 2%.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ÿäåðíûå ýðèòðîöèòû, ìîðôîìåòðè÷åñêèå ïîêàçàòå-
ëè, ïðèæèçíåííûå êðàñèòåëè, SY BR Green I.

Êîñòèñòûå ðûáû îòíîñÿòñÿ ê ãðóïïå íèçøèõ ïîçâîíî÷íûõ, êðîâü êîòî-
ðûõ ñîäåðæèò ÿäåðíûå ýðèòðîöèòû [13, 14, 19]. Îöåíêà ìîðôîìåòðè÷åñêèõ
õàðàêòåðèñòèê äàííûõ êëåòî÷íûõ ôîðì îáû÷íî ïðîâîäèòñÿ íà ìàçêàõ êðî-
âè, êîòîðûå ïðåäâàðèòåëüíî ôèêñèðóþòñÿ è îêðàøèâàþòñÿ ïî ìåòîäèêå Ðî-
ìàíîâñêîãî-Ãèìçå èëè Ïàïïåíãåéìà [1, 4, 15], ÷òî òðåáóåò îïðåäåëåííîãî
âðåìåíè. Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò îáåçâîæèâàíèå êëåòîê, ÷òî äîïóñêàåò èçìå-
íåíèå èõ ðåàëüíûõ ðàçìåðîâ. Èçìåðèòü æå òîëùèíó ýðèòðîöèòà, âàæíóþ
äëÿ ðàñ÷åòà îáúåìíûõ õàðàêòåðèñòèê êëåòêè, ìîæíî òîëüêî ñ ïðèìåíåíèåì
ïîëÿðèçàöèîííîé ìèêðîñêîïèè, ÷òî ñóùåñòâåííî îñëîæíÿåò ìîðôîìåòðè-
÷åñêèé àíàëèç êëåòîê êðàñíîé êðîâè â öåëîì.

Ïðè ðàáîòå ñ íàòèâíûìè ïðåïàðàòàìè âîçìîæíî èñïîëüçîâàíèå âèòàëü-
íûõ êðàñèòåëåé, îñîáåííîñòüþ êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü âçàèìîäåéñò-
âîâàòü ñ ðàçëè÷íûìè ñòðóêòóðàìè êëåòîê, íå âëèÿÿ íà èõ æèçíåäåÿòåëü-
íîñòü è ôèçèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü. SYBR Green I îòíîñèòñÿ ê ñîâðåìåí-
íîìó ïîêîëåíèþ ïðèæèçíåííûõ ôëþîðîõðîìîâ ïîâûøåííîé ÿðêîñòè, ñïå-
öèôè÷íûõ ê íóêëåèíîâûì êèñëîòàìè (äâóõöåïî÷å÷íîé íèòè ÄÍÊ) [8, 11].
Îí èìååò øèðîêîå ïðèìåíåíèå â ðàçëè÷íûõ âèäàõ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé
ðåàêöèè [6, 10], ýëåêòðîôîðåçå [12, 20], à òàêæå äëÿ âèçóàëèçàöèè ÄÍÊ â
êëåòêàõ ýóêàðèîò [9, 18]. Äëÿ îêðàñêè ÿäåð êëåòîê êðîâè òðàäèöèîííî ïðè-
ìåíÿåòñÿ áðîìèñòûé ýòèäèé [3, 5], òîãäà êàê SYBR Green I íèêîãäà íå
èñïîëüçîâàëñÿ â ýòèõ öåëÿõ.

Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå ðàçðàáîòàí ìåòîä ïðèæèçíåííîé ìîðôîìåò-
ðèè ýðèòðîöèòîâ ðûá ñ èñïîëüçîâàíèåì âèòàëüíîãî êðàñèòåëÿ SYBR Green I.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà èññëåäîâàíèé. Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè íà ýðèò-
ðîöèòàõ êðîâè Scorpaena porcus Linnaeus. Êðîâü ïîëó÷àëè èç õâîñòîâîé àð-
òåðèè ïóòåì îòñå÷åíèÿ õâîñòîâîãî ñòåáëÿ ñ ïðèìåíåíèåì ãåïàðèíà («Ðèõ-
òåð», Âåíãðèÿ) äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ ñâåðòûâàíèÿ. Ýðèòðîöèòû öåíòðèôóãè-
ðîâàëè ïðè 3,5 òûñ. îá.·ìèí–1 â òå÷åíèå 15 ìèí è òðèæäû îòìûâàëè îò ïëàç-
ìû êðîâè â ýêâèâàëåíòíîì îáúåìå ñðåäû (128 ìÌ NaCl, 3 ìÌ KC1, 1,5 ìÌ
CaCl2, 1,5 ìÌ MgCl2, 15 ìÌ ë Òðèñ, 2,2 ìÌ D-ãëþêîçû [17]).

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ÿäåð ýðèòðîöèòîâ áûë èñïîëüçîâàí ïðèæèçíåííûé
êðàñèòåëü SYBR Green I (Molecular Probes, ÑØÀ), êîòîðûé, ñâÿçûâàÿñü ñ
äâóõöåïî÷å÷íîé íèòüþ ÄÍÊ, ôëþîðåñöèðîâàë çåëåíûì öâåòîì â âèäèìîé
÷àñòè ñïåêòðà. Èñõîäÿ èç îãðàíè÷åííîãî ÷èñëà äàííûõ îá îêðàøèâàíèè
ÿäåð êëåòîê êðîâè SYBR Green I, êîíöåíòðàöèþ êðàñèòåëÿ ïîäáèðàëè â õîäå
ýêñïåðèìåíòà, è ñóììàðíîå ðàçâåäåíèå ôëþîðîõðîìà ñîñòàâèëî 10 000 ðàç.
Îêðàøèâàíèå ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 20 ìèí.

Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ýðèòðîöèòû ôîòîãðàôèðîâàëè íà ëàáîðàòîðíîì èí-
âåðòèðîâàííîì ìèêðîñêîïå äëÿ ñâåòëîãî ïîëÿ è ôëþîðåñöåíöèè Nikon Ec-
lipse TS100, îáîðóäîâàííîì êàìåðîé Ikegami ICD-848P, â ñâåòîâîì (ñâåòëîå è
òåìíîå ïîëå) è ëþìèíåñöåíòíîì ðåæèìå (íàáîð ñâåòîôèëüòðîâ äëÿ âîçáóæ-
äåíèÿ â ñèíåé îáëàñòè ñïåêòðà äëÿ SYBR Green I). Ôîòîãðàôèè ýðèòðîöèòîâ
â òîëñòîé êàïëå äåëàëè ïîñëå îñåäàíèÿ êëåòîê íà ïîâåðõíîñòü ïðåäìåòíîãî
ñòåêëà. Ñúåìêó ïðîâîäèëè â äâóõ âàðèàíòàõ: íà îñâåùåííîì è çàòåìíåííîì
ïîëÿõ ìèêðîñêîïà. Ïðè îñâåùåíèè ïîëÿ ìèêðîñêîïà íàáëþäàëè êëåòêè, à
ïðè çàòåìíåíèè — ÿäðà. Äàëüíåéøóþ îáðàáîòêó ôîòîãðàôèé îñóùåñòâëÿëè
â ãðàôè÷åñêîì ðåäàêòîðå Adobe® Photoshop® CS3 EXTENDED version 10.0.
Ìîðôîìåòðèþ ÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ ïðîâîäèëè â ïðîãðàììå ImageJ 1.44p
[7]. Áûëè èçìåðåíû ñëåäóþùèå õàðàêòåðèñòèêè: äëèíà áîëüøîé è ìàëîé îñè
êëåòêè (Ñ1 è Ñ2), äëèíà áîëüøîé è ìàëîé îñè ÿäðà (N1 è N2) (ðèñ. 1).

Íîðìàëüíîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîâåðÿëè, èñïîëüçóÿ êðèòåðèé Ïèðñîíà.
Äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èé îöåíèâàëè ïðè ïîìîùè t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà ïðè
óðîâíå çíà÷èìîñòè ð � 0,02. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëÿëè â âèäå x S

x
� .

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå

Â ðåçóëüòàòå îêðàøèâàíèÿ ýðèòðîöèòîâ S. porcus êðàñèòåëåì SYBR Green
I áûëè ïîëó÷åíû êëåòêè ñ ôëóîðåñöèðóþùèìè çåëåíûì öâåòîì ÿäðàìè (ðèñ.
2, à).

ßðêàÿ èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ÿäåð ýðèòðîöèòîâ SYBR Green I îáú-
ÿñíÿåòñÿ åãî áîëåå âûñîêèì ñðîäñòâîì ê äâóõöåïî÷å÷íîé íèòè ÄÍÊ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ äðóãèìè àíàëîãè÷íûìè êðàñèòåëÿìè [16]. Îäíàêî ôëóîðåñöèðóþ-
ùèå ÿäðà âèäíû òîëüêî ïðè çàòåìíåíèè ïðåäìåòíîãî ïîëÿ ìèêðîñêîïà, êîã-
äà ãðàíèöû ýðèòðîöèòîâ íåðàçëè÷èìû. Ïðè îñâåùåíèè êàïëè ýðèòðîöèòîâ
íàáëþäàëè îáðàòíóþ ñèòóàöèþ. Òàêàÿ ôîòîãðàôèÿ ïîçâîëÿåò èçìåðèòü äëè-
íó áîëüøîé è ìàëîé îñè êëåòêè, à òàêæå, åñëè êëåòêà ðàñïîëîæåíà òîðöîì, è
òðåòüþ âåëè÷èíó — òîëùèíó ýðèòðîöèòà (ñì. ðèñ. 2, á), ÷åãî íåëüçÿ ñäåëàòü
íà ôèêñèðîâàííûõ ìàçêàõ.

116

Ìåòîäû èññëåäîâàíèé



Ôîòîãðàôèè ñî-
âìåùàëè â ãðàôè÷å-
ñêîì ðåäàêòîðå íàëî-
æåíèåì îñâåùåííîé
ôîòîãðàôèè íà çàòåì-
íåííóþ è óñòàíîâêîé
ïðîçðà÷íîñòè âåðõíå-
ãî ñëîÿ (ñâåòëûé ñíè-
ìîê) íà óðîâíå
20—40%. Ïî îêîí÷à-
íèè îáðàáîòêè ñíèì-
êîâ áûëè ïîëó÷åíû
ôîòîãðàôèè êëåòîê ñ
ôëóîðåñöèðóþùèìè
ÿäðàìè, ÷òî ïîçâîëèëî
âû÷èñëèòü äëèíó áîëü-
øîé è ìàëîé îñè ÿäðà
è êëåòêè (ñì. ðèñ. 2, â).

Ðàçìåðíûå ïîêàçàòåëè ýðèòðîöèòîâ S. porcus èçìåðÿëè ïðè ïîìîùè ïðî-
ãðàììû ImageJ®, êîòîðàÿ ïðåäíàçíà÷åíà äëÿ àíàëèçà êëåòîê íà ôîòîãðàôèè.
Íà ãðàôèêàõ ïîêàçàíî ðàñïðåäåëåíèå äëèíû áîëüøîé è ìàëîé îñè ÿäðà è
êëåòêè, îïðåäåëåíû ìàêñèìóìû âûáîðîê (ðèñ. 3).

Ðàñ÷åò âåëè÷èíû êðèòåðèÿ Ïèðñîíà ïîêàçàë, ÷òî äàííûå ïîä÷èíÿþòñÿ
íîðìàëüíîìó çàêîíó ðàñïðåäåëåíèÿ. Äàëåå äëèíû Ñ1, Ñ2, N1, N2 óñðåäíÿëè.
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1. Ðàçìåðíûå õàðàêòåðèñòèêè ýðèòðîöèòîâ: Ñ1 — áîëüøàÿ îñü
êëåòêè; Ñ2 — ìàëàÿ îñü êëåòêè; N1 — áîëüøàÿ îñü ÿäðà; N2 — ìà-
ëàÿ îñü ÿäðà.

2. Ìèêðîôîòîãðàôèè ÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ S. porcus â òîëñòîé êàïëå: à — ëþìèíåñöåíòíûé ðå-
æèì; á — ñâåòîâîé ðåæèì; â — ñîâìåùåííûé ñíèìîê. Ñòðåëêàìè óêàçàíû êëåòêè, ðàñïîëîæåí-
íûå òîðöîì. Ëèíåéêà 10 ìêì.



Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ñîïîñòàâëÿëè ñ ðåçóëüòàòàìè èçìåðåíèÿ ýòèõ ïîêàçàòå-
ëåé íà ìàçêàõ êðîâè [2] (òàáë. 1).

Ïðè ñðàâíåíèè ðåçóëüòàòîâ áûëè âûÿâëåíû äîñòîâåðíûå ñòàòèñòè÷å-
ñêèå ðàçëè÷èÿ â ïîêàçàòåëÿõ, îäíàêî ðàñõîæäåíèå ñîñòàâëÿåò íå áîëåå 2%.
Ýòîò ôàêò ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìåòîäèêè ôèêñàöèè ïðèâîäÿò ê èç-
ìåíåíèþ êëåòîê, à èìåííî — èõ óìåíüøåíèþ, ÷òî, ïî âñåé âåðîÿòíîñòè,
ñâÿçàíî ñ äåãèäðàòàöèåé ýðèòðîöèòîâ ïðè ôèêñàöèè ìåòàíîëîì.

Çàêëþ÷åíèå

Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé è ïîñëåäóþùåå ñðàâíåíèå èõ

ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïðåäëîæåííûé ìåòîä ïðè-
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3. Õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ äëèíû áîëüøîé (à) è ìàëîé (á) îñè êëåòêè è áîëüøîé (â) è ìàëîé (ã)
îñè ÿäðà ýðèòðîöèòîâ S. porcus.



æèçíåííîé ìîðôîìåòðèè êðàñíûõ êëåòîê êðîâè ìîæåò áûòü ïðèìåíåí äëÿ èçó-

÷åíèÿ ðàçìåðîâ ÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ ðûá.

**

Ðîçðîáëåíî ìåòîä ïðèæèòòºâî¿ ìîðôîìåòð³¿ åðèòðîöèò³â ðèá ³ç âèêîðèñòàí-
íÿì â³òàëüíèõ áàðâíèê³â. Äëÿ çàáàðâëåííÿ ÿäåð êë³òèí áóëî âèêîðèñòàíî ôëóî-
ðîõðîì SY BR Green I. Áóëî çðîáëåíî ôîòîãðàô³¿ åðèòðîöèò³â â òîâñò³é êðàïë³,
ôîòîãðàô³¿ ïðîàíàë³çîâàíî â êîìï’þòåðí³é ïðîãðàì³ ImageJ 1.44p. Îòðèìàí³ äî-
âæèíè âåëèêî¿ òà ìàëî¿ â³ñ³ ÿäðà òà êë³òèíè áóëî óñåðåäíåíî òà ñï³âñòàâëåíî ç âå-
ëè÷èíàìè, ÿê³ áóëî âèì³ðÿíî íà ìàçêàõ êðîâ³, çàáàðâëåíèõ çà Ïàïïåíãåéìîì.
Ïîõèáêà íå ïåðåâèùóâàëà 2%.

**

The method of living morphology of fish erythrocytes with vital dyes using was de-
signed. SY BR Green 1 was used for cells nuclei dying. The photos of erythrocytes in
thick drop was made, pictures were analyzed with computer program ImageJ 1.44p.
R eceived data of length of large and small axes of nuclei and cells were averaged and
compared with the results which were measured on blood slides and dyed by Pappen-
heim method. Differences didn’t evaluate 2 %.
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1. Ìîðôîìåòðè÷åñêèå ïîêàçàòåëè ÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ S. porcus

Ïîêàçàòåëè
Ëèòåðàòóðíûå äàííûå [2] Ñîáñòâåííûå äàííûå

N x Sx� n x Sx�

Ñ1, ìêì 800 13,99 ± 0,15 100 15,00 ± 0,14*

Ñ2, ìêì 800 8,64 ± 0,20 100 9,68 ± 0,09*

N1, ìêì 800 5,31 ± 0,13 100 6,37 ± 0,07*

N2, ìêì 800 3,73 ± 0,13 100 4,08 ± 0,06*

* Äîñòîâåðíî ïðè ð � 0,02.
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